




Structural study on 
a novel basic unit of chromatin 
 











Structural study on 
a novel basic unit of chromatin 
 
2018 年 2 月  
 
早稲田大学大学院	 先進理工学研究科  
電気・情報生命専攻	 構造生物学研究  
 












2 章  実験材料・方法  
2.1 コアヒストンの精製 
2.2 リンカーヒストン H1の精製 






 2.8.1 試料の調製 
 2.8.2 結晶化 
 2.8.3 X線回折実験 
 2.8.4 構造解析 
2.9 RCC1の結合解析 
 2 
2.10 ヒストン H1の結合解析 
 2.10.1 ゲルシフト解析 
 2.10.2 スクロース密度勾配を用いた超遠心解析 
2.11 footprinting解析 






3.6 オーバーラッピングダイヌクレオソームに対する RCC1の結合解析 
3.7 オーバーラッピングダイヌクレオソームに対する H1の結合解析 
3.8 研究結果のまとめ 











AFM   atomic force microscope 
ATP   adenosine triphosphate 
BSA   bovine serum albumin 
CBB   coomassie brilliant blue 
DNA   deoxyribonucleic acid 
EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 
IPTG   isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside 
Ni-NTA   nickel-nitrilotriacetic acid 
NMR   nuclear magnetic resonance 
PAGE   polyacrylamide gel electrophoresis 
PDB   protein data bank 
PEG   polyethylene glycol 
PGA   polyglutamic acid 
PMSF   phenylmethylsulfonyl fluoride 
RNA   ribonucleic acid 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
TBE   tris-borate-EDTA 





1 章 序論 




DNAの複合体であり、直径約 10 nmの円盤状の構造を形成している（Figure 1A）。 
クロマチンは、ゲノム DNAを細胞核内に収納するためだけの構造体ではなく、
その構造を動的に変換させることで、複製、転写、組換え、修復などの生体内機能を制
御している（Luger et al., 2012）。例えば、密に凝集されたクロマチン領域であるヘテ
ロクロマチンでは、一般的に転写が抑制され、疎なクロマチン領域であるユークロマチ
ンでは、転写が活性化されていることが考えられている（Grewal et al., 2003; Zhou et 
al., 2007; Beisel et al., 2011）。また、近年では、空間的に近接したクロマチン領域同
士で、多様なドメイン構造を形成し、DNA上で生じる生体内機能を制御していること
なども知られている（Nora et al., 2012; Tanay et al., 2013; Dixon et al., 2016）。さら
に、RNAポリメラーゼや転写因子などが集積した transciption factoryと呼ばれる領域
で、協調的に DNAの転写制御が行われているモデルなども提唱されている（Iborra et 
al., 1996; Sutherland et al., 2009）。これらのクロマチンの構造変換は、ヒストンの組
成の違いやヒストンの翻訳後修飾の有無などによって制御されることが考えられてい
る（Venkatesh et al., 2015; Lai et al., 2017）。 
 






ンの亜種、ヒストンバリアントが存在する（Talbert et al., 2012; Kurumizaka et al., 
2013）。また、各ヒストンは、メチル化やアセチル化などの翻訳後修飾を受けることが
知られている（Tessarz et al., 2014）。それぞれのコアヒストンは、3つのαヘリックス
からなるヒストンフォールドドメインを有している（Luger et al., 1997） （Figure 1B）。
このヒストンフォールドドメイン間の相互作用によって、H2Aは H2Bと、H3は H4
と、それぞれヘテロ 2量体を形成する。ヌクレオソームの形成の際は、1） DNAと各
2分子ずつの H3、H4からなるテトラソームの形成、2） テトラソームへの 2組の
H2A-H2Bヘテロ 2量体の取り込み、の計 2ステップによって形成されると考えられて






れている（Burgess et al., 2013; Hammond et al., 2017）。例えば、ヒストンシャペロ
ンである HIRAや DAXXは、H3.3という転写の際やテロメアなどに取り込まれること
が知られるヒストンバリアントのヒストンシャペロンであることが知られる（Burgess 





化させ、DNAの機能発現を制御することが知られる（Taguchi et al., 2014; Venkatesh 
et al., 2015; Lai et al., 2017）。また、ヌクレオソームは、様々な核内タンパク質の足場
として機能することが知られている。特に、ヌクレオソーム中の H2A、H2Bから構成
される acidic patchと呼ばれる領域は、多種の核内タンパク質の足場として機能するこ
とが知られている（Kalashnikova et al., 2013）。これまで、7種のタンパク質やペプチ
ドが acidic patchに結合した複合体の立体構造解析がなされてきた。これらの構造から、
アルギニン残基を介して acidic patchと結合する共通の機構を有していることがわか
ってきた （McGinty et al., 2016; Lesbats et al., 2017） （Figure 2）。また、acidic patch
には、近接するヌクレオソームの H4の N末端テール領域が結合することも知られて
おり、高次のクロマチンの折りたたみ構造の形成にも寄与していると考えられている 












Figure 1 ヌクレオソームの立体構造  
A. ヌクレオソーム（PDB ID: 3AFA） の立体構造。肌色は DNAを示している。ピン
ク、黄色、緑、青はそれぞれH2A、H2B、H3、H4を示している（Tachiwana et al., 2010）。 
B. ヌクレオソーム中のヒストンの立体構造。4種のヒストンは、それぞれ 3つのαヘ
リックス（α1、α2、α3）からなるヒストンフォールドドメインを有する。図は、ヌク
レオソームの構造情報（PDB ID: 3AFA）から、ヒストンの情報を抽出して作製した。 
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Figure 2 ヌクレオソームの acidic patch 
ヌクレオソームと acidic patch結合タンパク質との立体構造。左上のパネルは、acidic 
patchの部位をヌクレオソームの立体構造上に示した図（PDB ID: 3AFA）。赤は、acidic 
patchを形成するアミノ酸を示している（McGinty et al., 2016）。マゼンタは RCC1 
（PDB ID: 3MVD）、薄いピンクは Sir3（PDB ID: 3TU4）、黄色は CENP-C（PDB ID: 
4X23）、紫は PRC1（PDB ID: 4R8P）、緑は LANA（PDB ID: 1ZLA）、青は IE1（PDB 
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ID: 5E5A）、水色は GAG（PDB ID: 5MLU）を示している（Makde et al., 2010; Armache 
et al., 2011; Kato et al., 2013; McGinty et al., 2014; Barbera et al., 2006; Fang et al., 









る塩基性のタンパク質である（Lyubitelev et al., 2016）（Figure 3A）。ヌクレオソーム
に H1が結合することによって、クロマチンが凝縮し、転写や組換えなどが抑制される
ことが考えられている（Flanagan et al., 2016）。1993年にリンカーヒストンの結晶構
造解析がなされていたが、リンカーヒストン-ヌクレオソーム複合体の立体構造は、そ
の後約 20年間明らかにならなかった（Ramakrishnan et al., 1993）。しかし、2013年
に、NMRを用いたリンカーヒストンとヌクレオソームの詳細な結合解析がなされて以
降（Zhou et al., 2013）、ここ数年で、3報、リンカーヒストン-ヌクレオソーム複合体
の立体構造が報告された（Song et al., 2014; Zhou et al., 2015; Bednar et al., 2017）。
これらの構造から、球状ドメインがヌクレオソーム DNAの dyad axisの中心部に結合
する on-dyad binding modeと中心から少し離れた位置に結合する off-dyad binding 
modeの 2つの結合パターンが存在することが明らかになっている（Figure 3B）。これ
らの結合モードの違いは、リンカーヒストンのサブタイプや生物種の違いに由来するア
ミノ酸配列の違いに起因することが明らかになりつつある（Zhou et al., 2016; Bednar 
et al., 2017）。さらに、H1の C末端がリンカーDNAとの結合に重要であるとの報告も
ある （Caterino et al., 2011）。また、生体内におけるヌクレオソーム上へのリンカー
ヒストンの結合は、ヒストンシャペロンによって触媒されると考えられている。これま
でに、リンカーヒストンのヒストンシャペロンとして、Nap1、NASP、TAF-1が知ら
れている（Richardson et al., 2000; Shintomi et al., 2005; Kepert et al., 2005; 
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Figure 3 リンカーヒストンの構造とヌクレオソーム結合  
A.リンカーヒストンのモデル。リンカーヒストンは、球状ドメインと N末と C末にテ
ール領域を有する。球状ドメインは、既知のリンカーヒストンの結晶構造（PDB ID: 
1HST）を用いて作図した（Ramakrishnan et al., 1993）。 
B. ヌクレオソームに対する H1の球状ドメインの結合の様子。on-dyad binding mode
と off-dyad binding modeの 2種の結合様式が知られる。赤は、H1を示している。 
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の異なるヌクレオソーム構造が形成されることが示唆されていた（Zlatanova et al., 
2009; Luger et al., 2012; Lai et al., 2017）。特に、ヒストン含量が通常のヌクレオソー
ム（オクタソーム）と異なるヌクレオソームについて、ヘキサソーム、テトラソーム、
ヘミソームなどが知られている。ヘキサソームは各 2分子ずつの H3と H4、各 1分子
ずつの H2Aと H2Bを含む複合体、テトラソームは H3と H4のみを 2分子ずつ含む複
合体、ヘミソームは各 1分子ずつの H2A、H2B、H3、H4からなる複合体である（Figure 
4）。特に、テトラソームやヘキサソームは、ヌクレオソーム形成の際の中間体として、
形成されていることが考えられている（Luger et al., 2012）。さらに、ヘキサソームは、
RNAポリメラーゼによる転写の際に H2A、H2Bが解離することで形成される可能性
や、ヒストンシャペロン、クロマチンリモデリング因子に依存した H2A、H2Bの除去
によって、形成される可能性が示唆されている（Kireeva et al., 2002; Zlatanova et al., 
2009; Clapier et al., 2017; Lai et al., 2017）。また、ヘミソームは、染色体の狭窄部位
であるセントロメアで、形成されることが考えられている（Lavelle et al., 2007; 
Zlatanova et al., 2009）。さらに、各 4分子の H3と H4、各 3分子の H2Aと H2Bに
DNAが巻きついた複合体についてもその存在が示唆されている（Engeholm et al., 
2009）。本研究では、この複合体をオーバーラッピングダイヌクレオソームと呼んでい
る。さらに、通常のヌクレオソームは、DNAが左巻きに巻きついているのに対し、DNA






















SWI/SNF、ISWI、CHD、INO80という 4つのファミリーに分類される（Tyagi et al., 












再配置されたヌクレオソームが隣のヌクレオソームと衝突し、各 4分子の H3と H4、
各 2分子のH2AとH2BにDNAが巻きついたオーバーラッピングダイヌクレオソーム
が形成されることが示唆されていた（Ulyanova et al., 2005; Engeholm et al., 2009）。
また、先行研究において、試験管内でオーバーラッピングダイヌクレオソームが再構成
されることが示されていた（Engeholm et al., 2009）。この系では、「601配列」と呼ば
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らに、この複合体には、各 4分子の H3と H4、各 3分子の H2A、H2Bが含まれるこ
とが示されていた。また、AFMを用いた解析からその概形が観察されていたものの、
立体構造についての詳細は不明なままであった（Engeholm et al., 2009）。 
 
1.6 本研究について  
クロマチンリモデリングの過程で、再配置されたヌクレオソームが隣のヌクレ
オソームと衝突し、オーバーラッピングダイヌクレオソームが形成されることが示唆さ






















2 章 実験材料・方法 
2.1 コアヒストンの精製  
ヒトのコアヒストンは、引用文献（Tanaka et al., 2004; Tachiwana et al., 2010）
の方法をもとに発現、精製を行った。タンパク質の発現用プラスミドは、ヒトの H2A、
H2B、H3.1、H4をコードする DNA配列を含む pH2A、pH2B、pH3.1、および pH4
を用いた。このプラスミドを用いて発現されたヒストンタンパク質は、その N末端に
His6-tagと thrombin proteaseの認識配列を有しており、タグの切断が可能となってい




を含む LB培地に植菌し、37℃で一晩培養した。集菌した菌体をバッファー1（50 mM 
Tris-HCl（pH8.0）, 500 mM NaCl, 1 mM PMSF, 5% glycerol）で懸濁した後、超音波
破砕した。不溶性画分をバッファー2（50 mM Tris-HCl（pH8.0）, 500 mM NaCl, 7 M 
guanidine hydrochloride, 5% glycerol）によって変性させた。変性させた試料を
39,191xgで 20分間遠心分離し、上清を回収した。回収した上清を Ni-NTAアガロー
スビーズ （QIAGEN）と 4℃で 1時間混合し、ヒストンタンパク質を吸着させ、バッ
ファー3（50 mM Tris-HCl（pH8.0）, 500 mM NaCl, 6 M urea, 5% glycerol, 5 mM 
imidazole）を用いて洗浄することで、大腸菌由来の夾雑物を取り除いた。その後、5-500 
mM imidazoleの直線濃度勾配によってヒストンを溶出した。得られたヒストンタンパ
ク質をバッファー4（10 mM Tris-HCl（pH 8.0）, 2 mM 2-mercaptoethanol）に透析
した後、ヒストン 1mgあたり 0.1-1 Uの thrombin proteaseを加え、室温で 3時間転
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倒混和し、タグを切断した。SDS-PAGEによって、タグの切断を確認した後、バッフ
ァー5（20 mM sodium acetate（pH 5.2）, 200 mM NaCl, 6 M urea, 5 mM 
2-mercaptoethanol, 1 mM EDTA）とバッファー6（20 mM sodium acetate（pH 5.2）, 





2.2 リンカーヒストン H1 の精製  
ヒトのリンカーヒストン H1を先行研究（Machida et al., 2014）の方法を用い
て精製した。ヒトのリンカーヒストン H1.1をコードする DNA配列を pET21a vector 
（Novagen）に組み込んだプラスミドを発現系に用いた。コードされた H1の C末に
は PreScission proteaseの認識配列、SUMO-tagおよび His6-tagが付加される。発現
用プラスミドを BL21-CodonPlus（DE3）-RIL株（Stratagene）に導入し、形質転換
を行った。形質転換した大腸菌を 100 µg/mlのアンピシリン、および 35 µg/mlのクロ
ラムフェニコールを含む LB培地で 30℃にて培養した。OD600値が 0.4を超えた後、0.5 
mMの IPTGを加え、18℃で一晩培養した。集菌した菌体をバッファー1（50 mM 
Tris-HCl（pH8.0）, 500 mM NaCl, 10 % glycerol, 2 mM 2-mercaptoethanol）を加え
て懸濁し、超音波破砕した。39,191xgにて 20分間遠心分離を行った後、上清を Ni-NTA
アガロースビーズ（QIAGEN）と混合し、4℃で 1時間吸着させた。バッファー2（50 mM 
Tris-HCl（pH8.0）, 500 mM NaCl, 10 % glycerol, 5 mM imidazole, 2 mM 
2-mercaptoethanol）でレジンを洗浄後、5-500 mM imidazoleの直線濃度勾配によっ
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て、H1を溶出した。回収した試料 1 mgに対し、7 Uの PreScission proteaseを加え、
バッファー3（20 mM Tris-HCl（pH8.0）, 100 mM NaCl, 10 % glycerol, 2 mM 
2-mercaptoethanol）に 4℃で一晩透析した。SDS-PAGEによってタグの切断を確認し
た後、バッファー4（20 mM Tris-HCl（pH8.0）, 350 mM NaCl, 10 % glycerol, 2 mM 
2-mercaptoethanol）、バッファー5（20 mM Tris-HCl（pH8.0）, 2 M NaCl, 10 % glycerol, 




2.3 ヒストンシャペロン Nap1 の精製  
 ヒトの Nap1について先行研究（Tachiwana et al., 2008）の方法を参考に精
製した。プラスミドは、pET15b vector（Novagen）の thrombin protease認識配列を
コードする DNA配列を PreScission proteaseのものに置換したベクターにヒトの
Nap1をコードする DNA配列を導入したプラスミドを用いた。形質転換した
Rosetta-gami B（DE3）株（Novagen）を、100 µg/mlのアンピシリンを含む LB培地
にて 37℃で培養した。OD600値が 0.4を超えたところで 0.5 mM IPTGを加え、Nap1
の発現誘導を行った。18℃で一晩培養し、集菌した菌体をバッファー1（50 mM 
Tris-HCl（pH 7.5）, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 1mM PMSF）で溶解し、超音波破
砕した。可溶性画分を Ni-NTAアガロースビーズ（QIAGEN）に吸着させ、バッファ
ー2（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 150 mM NaCl, 20 mM imidazole, 1mM PMSF）で
洗浄した。20-300 mM imidazoleの直線濃度勾配によって Nap1を溶出し、回収した
試料 1 mgに 3 Uの PreScission proteaseを加え、バッファー3（50 mM Tris-HCl（pH 
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7.5）, 1mM PMSF, 2 mM 2-mercaptoethanol）に 4℃で一晩透析した。SDS-PAGEに
よってタグの切断を確認した後、バッファー4（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 1 mM PMSF, 
2 mM 2-mercaptoethanol, 150 mM KCl）、バッファー5（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 




最後に、Nap1をバッファー6（20 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 0.5 mM EDTA, 0.1 mM 
PMSF, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM dithiothreitol）に透析し、−80℃にて凍結
保存した。 
 
2.4 RCC1 の精製  
 ヒトの RCC1（22-421）をコードする DNA配列を pGEX-6P-1vector（GE 
Healthcare）に挿入したプラスミドを用いて、RCC1の発現、精製を行った。このプラ
スミドを用いて発現させたタンパク質は、その N末端に glutathione S-transferase 
（GST）と PreScission proteaseの認識配列が付加される。プラスミドを導入したBL21
（DE3）株を 100 µg/mlのアンピシリンを含む LB培地で培養し、0.5 mM IPTGを加
えることによって、発現誘導をした。回収した菌体をバッファー1（50 mM Tris-HCl
（pH 7.5）, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 2 mM 2-mercaptoethanol）で
溶かし、超音波破砕した。39,191xgで 20分間遠心分離を行った後の上清をGlutathione 
Sepharose 4Bビーズ（GE Healthcare）と 4℃で 1時間混和した。ビーズをエコノカ
ラム （Bio-Rad）に詰め、バッファー2（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 150 mM NaCl, 
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10% glycerol, 1 mM EDTA, and 2 mM 2-mercaptoethanol）で洗浄した。洗浄後、ビ
ーズを回収し、373 Uの PreScission proteaseを加え、4℃で一晩転倒混和し、タグを
切断した。その後、ビーズを再びエコノカラム（Bio-Rad）に詰め、バッファー3（50 mM 
Tris-HCl（pH 7.5）, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 2 mM 
2-mercaptoethanol）で溶出した。溶出された RCC1について、バッファー4 （30 mM 




2.5 ヒストン複合体の精製  
 ヒストン 8量体の再構成と精製は、先行研究（Tachiwana et al., 2010）を参
考にした。H2A、H2B、H3.1、H4のパウダーを等モル比になるように混合し、総ヒス
トン濃度が 1.5 mg/mlになるようにバッファー1（20 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 7 M 
guanidine hydrochloride, 20 mM 2-mercaptoethanol）で溶解した。4℃で 2時間混和





2.6 DNA の精製  
ヌクレオソーム、オーバーラッピングダイヌクレオソームの再構成に用いる
DNA、および 2.11の footprinting解析に用いた DNAは先行研究（Dyer et al., 2004; 
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Osakabe et al., 2015）の方法をもとに精製した。目的の DNA配列をタンデムに並べ
た DNA配列を pGEM-T Easy vector（Promega）に挿入したプラスミドを調製した。
調製したプラスミドを導入した DH5α株（TOYOBO）を 100 µg/mLのアンピシリンを
含むプレート上で一晩培養し、得られたコロニーを 5 mLの 100 µg/mLのアンピシリ
ンを含む TB培地で 37℃にて 4時間培養した。その後、100 µg/mLのアンピシリンを
含む 2 x TY培地に移し、4時間培養した。さらに、100 µg/mLのアンピシリンを含む
TB培地にて一晩培養した。集菌した菌体を 90 mlのバッファー1（50 mM glucose, 25 
mM Tris-HCl（pH8.0）, 10 mM EDTA）を用いて懸濁し、180 mlのバッファー2（0.2 
N NaOH, 1% SDS）を加えて、氷上で 30分間静置した。次に、315 mlのバッファー3
（4 M potassium acetate, 2 N acetic acid）を加え、20分間氷上で静置した。その後、
10,000xgで 30分間遠心分離を行い、上清をミラクロス（Merck Millipore）で濾過し
た。得られた溶液に 300 mlの 2-propanolを加え、1時間室温で静置した。10,000xg
で 30分間遠心分離を行った後、沈殿を TE 10/50（10 mM Tris-HCl（pH7.5）, 50 mM 
EDTA）に溶かし、RNaseを加え、37℃で一晩静置した。その後、フェノール・クロ
ロホルム抽出を行い、溶液中のタンパク質を除去した 20 mlの試料に対して、3.1 ml
の 5 M NaClおよび 7.7 mlの 40 % PEG-6,000を加え、氷上で 30分間静置した。
39,191xgで 30分間遠心分離を行った後の沈殿を 20 mlの TE 10/0.1（10 mM Tris-HCl
（pH7.5）, 0.1 mM EDTA）で溶かした。目的の DNA配列の両端は EcoRVの認識配
列になっているため、EcoRVで切断することによって、目的の DNA断片を得ること
ができる。そこで、EcoRVを加え、37℃で一晩静置することで、プラスミドから目的
の DNA断片を切り出した。その後、25 mlになるように TE 10/0.1を加えた溶液に対




DNAを TSKgel DEAE-5PM（TOSOH）カラムに吸着させ、TE 10/0.1で平衡化した。
0-0.6 M NaClの直線濃度勾配によって DNAを溶出し、得られた画分をエタノール沈
殿法によって沈殿させた。得られた沈殿を TE 10/0.1で溶かし、最終精製物とした。本
研究では、ダイヌクレオソーム、オーバーラッピングダイヌクレオソームの再構成に用
いる DNAとして 4種の DNAを（Figure 5）、footprinting解析用のマーカーDNAと
して 1種の DNAを精製した。配列は、先行研究をもとに設計した（Lowary et al., 1998; 
Engeholm et al., 2009; Kujirai et al., 2016）。精製した DNAの配列を以下に示す。 
 
オーバーラッピングダイヌクレオソーム用 DNA（250塩基対）: 5´-ATCGA GAATC 
CCGGT GCCGA GGCCG CTCAA TTGGT CGTAG ACAGC TCTAG CACCG CTTAA 
ACGCA CGTAC GCGCT GTCCC CCGCG TTTTA ACCGC CAAGG GGATT ACTCC 
CTAGT CTCCA GGCTC GAGCT CAATT GGTCG TAGAC AGCTC TAGCA CCGCT 
TAAAC GCACG TACGC GCTGT CCCCC GCGTT TTAAC CGCCA AGGGG ATTAC 
TCCCT AGTCT CCAGG CACGT GTCAG ATATA TACAT CCGAT-3´ 
 
オーバーラッピングダイヌクレオソーム用 DNA（+ リンカーDNA）（296塩基対）: 
5´-ATCGG ACCCT ATCGC GAGCC AGGCC TGAGA ATCCC GGTGC CGAGG 
CCGCT CAATT GGTCG TAGAC AGCTC TAGCA CCGCT TAAAC  GCACG 
TACGC GCTGT CCCCC GCGTT TTAAC CGCCA AGGGG ATTAC TCCCT AGTCT 
CCAGG CTCGA GCTCA ATTGG TCGTA GACAG CTCTA GCACC GCTTA AACGC 
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ACGTA CGCGC TGTCC CCCGC GTTTT AACCG CCAAG GGGAT TACTC CCTAG 
TCTCC AGGCA CGTGT CAGAT ATATA CATCC AGGCC TTGTG TCGCG  
AAATT CATGA T-3´ 
アンダーラインは、HinfIの切断サイトを示している。 
 
ダイヌクレオソーム用 DNA（342塩基対）: 5´-ATCGA GAATC CCGGT GCCGA 
GGCCG CTCAA TTGGT CGTAG ACAGC TCTAG CACCG CTTAA ACGCA CGTAC 
GCGCT GTCCC CCGCG TTTTA ACCGC CAAGG GGATT ACTCC CTAGT CTCCA 
GGCAC GTGTC AGATA TATAC ATCCA GGCCT TGTGT CGCGA AATTC ATACT 
CGAGC GGACC CTATC GCGAG CCAGG CCTGA GAATC CCGGT GCCGA 
GGCCG CTCAA TTGGT CGTAG ACAGC TCTAG CACCG CTTAA ACGCA CGTAC 
GCGCT GTCCC CCGCG TTTTA ACCGC CAAGG GGATT ACTCC CTAGT CTCCA 
GGCAC GTGTC AGATA TATAC ATCCG AT-3´ 
 
ダイヌクレオソーム用 DNA（+ リンカーDNA） （388塩基対）: 5´-ATCGG ACCCT 
ATCGC GAGCC AGGCC TGAGA ATCCC GGTGC CGAGG CCGCT CAATT 
GGTCG TAGAC AGCTC TAGCA CCGCT TAAAC GCACG TACGC GCTGT CCCCC 
GCGTT TTAAC CGCCA AGGGG ATTAC TCCCT AGTCT CCAGG CACGT GTCAG 
ATATA TACAT CCAGG CCTTG TGTCG CGAAA TTCAT ACTCG AGCGG ACCCT 
ATCGC GAGCC AGGCC TGAGA ATCCC GGTGC CGAGG CCGCT CAATT 
GGTCG TAGAC AGCTC TAGCA CCGCT TAAAC GCACG TACGC GCTGT CCCCC 
GCGTT TTAAC CGCCA AGGGG ATTAC TCCCT AGTCT CCAGG CACGT GTCAG 
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ATATA TACAT CCAGG CCTTG TGTCG CGAAA TTCAT GAT-3´ 
 
footprinting解析用マーカーDNA （193塩基対）: 5´-ATCGG ACCCT ATCGC GAGCC 
AGGCC TGAGA ATCCG GTGCC GAGGC CGCTC AATTG GTCGT AGACA 
GCTCT AGCAC CGCTT AAACG CACGT ACGCG CTGTC CCCCG CGTTT TAACC 
GCCAA GGGGA TTACT CCCTA GTCTC CAGGC ACGTG TCAGA TATAT ACATC 




















の方法を参考に再構成、精製した（Tachiwana et al., 2010）。精製した DNA断片とヒ
ストン8量体を混合し、2 MのKClを含む400 mlのバッファー1（10 mM Tris-HCl （pH 
7.5）, 2 M KCl, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol）に透析した。1600 mlのバッファ




置 Prep Cell（Bio-Rad）を用いて精製した。精製後の試料は、氷上で保存した。 
 
2.8 オーバーラッピングダイヌクレオソームの結晶構造解析  
2.8.1	 試料の調製  
2.7の方法を用いて精製したオーバーラッピングダイヌクレオソームを、結晶
化用バッファ （ー20 mM potassium cacodylate（pH 6.0）, 1 mM EDTA）に透析した。
透析後、試料を 13.6 mg/mlになるように希釈した。 
 
2.8.2	 結晶化  
 結晶化は、結晶化ロボット NT8（FORMULATRIX）を用いたシッティングド
ロップ蒸気拡散法によって行った。まず、70 µlのレザーバー溶液（100 mM potassium 
bromide, 100 mM potassium thiocyanate, 50 mM Tris-HCl （pH 7.8）, 1.5% PGA-LM 
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を不凍液（100 mM potassium bromide, 100 mM potassium thiocyanate, 50 mM 
Tris-HCl（pH 7.8）, 1.5% PGA-LM, 35% PEG 400）に浸した後、すぐに液体窒素に
移し、液体窒素中で保存した。 
 
2.8.3	 X 線回折実験  
X線回折実験は、大型放射光施設 SPring-8の BL41XUで行った。ゴニオメー
ター上にオーバーラッピングダイヌクレオソームの結晶をマウントし、1.000 Åの波長
の X線を照射した。露光時間 0.2秒、振り角 0.5°で 1440枚のデータを収集した。 
 
2.8.4	 構造解析  
 得られたデータについて、HKL2000を用いて指数付け、積分、スケーリング
を行った（Otwinowski et al., 1997）。その後、既知のヌクレオソーム構造（PDB ID: 
3AFA）、および既知のヌクレオソーム構造をもとに作成したヘキサソームのモデル構
造を用いて、Molrepによる分子置換法で位相決定を行った（Vagin et al., 1997）。その
後、PHENIXを用いた構造の精密化と、COOTを用いた手動でのモデル構造の構築を
繰り返し、構造決定を行った（Emsley et al., 2004; Adams et al., 2010）。得られた構
造が正しいことを、MolProbityを用いて確認し（Chen et al., 2010）、最終構造をProtein 




2.9 RCC1 の結合解析  
精製した 342塩基対の DNA（Figure 5C）を含むダイヌクレオソーム（終濃
度 0.1 µM）、および 250塩基対の DNA（Figure 5A）を含むオーバーラッピングダイ
ヌクレオソーム（終濃度 0.1 µM）に対して、RCC1（終濃度 0, 0.5, 1, 3, 5 µM）を加え、






2.10 ヒストン H1 の結合解析  
2.10.1	 ゲルシフト解析  
388塩基対の DNA（Figure 5D）を用いて再構成したダイヌクレオソーム（終
濃度 0.1 µM）、および 296塩基対の DNA（Figure 5B）を用いて再構成したオーバー
ラッピングダイヌクレオソーム （終濃度 0.1 µM）を 2.7の方法によって精製した。こ
れらのダイヌクレオソーム、オーバーラッピングダイヌクレオソームは、ともに両端に
23塩基対のリンカーDNAを含んでいる。精製したダイヌクレオソーム（終濃度 0.1 µM）、
オーバーラッピングダイヌクレオソーム （終濃度 0.1 µM）に対し、H1（終濃度 0, 0.1, 
0.2, 0.3, 0.4 µM）を加え、終濃度 0.3 µMの Nap1を含む 10 µlの反応溶液（35 mM 
Tris-HCl（pH 8.0）, 70 mM NaCl, 0.01 mM PMSF, 0.05 mM EDTA, 6.5% glycerol, 
 32 
100 µg/ml BSA, 1.2 mM dithiothreitol, 1.1 mM 2- mercaptoethanol, Nap1（0.3 µM））
中で、25℃で 30分間反応させた。反応後、4%アクリルアミド、ビスアクリルアミド混




2.10.2	 スクロース密度勾配を用いた超遠心解析  
2.10.1と同様に再構成、精製したダイヌクレオソーム、オーバーラッピングダ
イヌクレオソームを、バッファー1（20 mM HEPES-KOH（pH 7.5）, 1 mM 
dithiothreitol）に透析した。また、H1をバッファー2 （20 mM HEPES-KOH （pH 7.5）, 
100 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol）、Nap1をバッファー3（20 mM HEPES-KOH 
（pH 7.5）, 150 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol）に透析した。透析後、ダイヌクレオ
ソーム （終濃度 0.1 µM）、オーバーラッピングダイヌクレオソーム（終濃度 0.1 µM）
をそれぞれ H1（ダイヌクレオソーム: 終濃度 1.1 µM、オーバーラッピングダイヌクレ
オソーム：終濃度 0.8 µM）と混合し、終濃度 0.3 µMの Nap1を含む反応溶液（35 mM 










2.11 footprinting 解析  
footprinting解析は、先行研究（Kujirai et al., 2016）の方法にならって行っ
た。最初に、footprinting解析に用いた Cy5標識した DNAの調製法を記す。まず、脱






れた DNA断片は、分取用電気泳動装置 Prep Cellを用いて精製した。精製された DNA
断片は、2.6に示した 296塩基対、193塩基対の DNAと同様の塩基配列であり、その
5´末端が Cy5ラベルされている。精製した 296塩基対の DNAを用いて、2.7の方法に
よってヌクレオソームとオーバーラッピングダイヌクレオソームを再構成、精製した。
精製したヌクレオソーム（終濃度 0.1 µM）、オーバーラッピングダイヌクレオソーム（終
濃度 0.1 µM）を Nap1（終濃度 0.3 µM）存在下で H1（終濃度 0.4 µM）と反応させた。
反応後の試料は、限外濾過によって濃縮し、反応用溶液（5 mM Tris-HCl （pH 7.5）, 
5 mM NaCl, 0.25 mM EDTA）に置換した。DNA濃度で 30 ng/µlの試料 50 µlに対し、
それぞれ 2.5 µlの溶液 1（4 mM (NH4)2Fe(SO4)2, 8 mM EDTA（pH 8.0））、溶液 2（0.1 





9410 imager（GE Healthcare）を用いて、Cy5のシグナルを検出し、撮影した。 
 
ラベル DNA作製用オリゴ DNA（top strand） 
5´-ATCGG ACCCT ATCGC GAGCC AGGCC TGAG-3´ 
5´末端が Cy5でラベルされている 
 
ラベル DNA作製用オリゴ DNA（bottom strand） 




3 章 結果 





いた（Engeholm et al., 2009）。この研究では、147塩基対の「601配列」を 22塩基対
ずつ短くした DNAを 2つ組み合わせることで 250塩基対の DNAを設計していた
（Figure 7A）。「601配列」は、Widom博士らのグループによって提唱された、ヌクレ





再構成する手法である（Luger et al., 1997）。再構成された試料について native-PAGE
を行い、エチジウムブロマイドによって DNAを染色したところ、DNAに相当するバ
ンドに加えて、さらに 2つのバンドが観察された（Figure 7B lane 1）。そこで、それ
ぞれの画分を分取用電気泳動装置 Prep Cellを用いて精製し、精製した試料を
SDS-PAGEによって展開した（Figure 7C）。その結果、上のバンドに相当する画分は




立大学）、七種和美博士 （広島大学、横浜市立大学）との共同研究による native 
electrospray ionization mass spectrometry（ESI-MS） 解析によって、精製した試料
の分子量が、オーバーラッピングダイヌクレオソームの分子量の理論値とほぼ一致する





Figure 6 ヒストンタンパク質の精製  
精製したヒストンを SDS-PAGEによって解析した。ゲルは、CBBを用いて染色した。




Figure 7 オーバーラッピングダイヌクレオソームの精製  
A. オーバーラッピングダイヌクレオソーム（OLDN: overlapping dinucleosome）の





イドによって染色した。（（Kato et al., 2017） Fig. S1Bより引用） 
C. 精製したモノヌクレオソーム、オーバーラッピングダイヌクレオソームを







3.2 オーバーラッピングダイヌクレオソームの結晶化  
オーバーラッピングダイヌクレオソームの X線結晶構造解析を行うにあたり、
オーバーラッピングダイヌクレオソームの結晶化を行った。精製したオーバーラッピン
グダイヌクレオソームを含む溶液 100 nlを 100 nlのレザーバー溶液（100 mM 
potassium bromide, 100 mM potassium thiocyanate, 50 mM Tris-HCl（pH 7.8）, 1.5% 






ライオプロテクタント溶液（100 mM potassium bromide, 100 mM potassium 
























解析を行うために、正しい位相情報を与える必要がある（Taylor et al., 2003）。位相決
定のための手法として、分子置換法、単波長異常分散法、重原子同型置換法など、様々
な手法が提唱されている（Taylor et al., 2003）。オーバーラッピングダイヌクレオソー
ムの位相決定には、分子置換法を用いた。分子置換法は、目的の試料と類似した構造体
の構造情報をもとに、位相を決定する手法である。既知のヒトのオクタソーム構造 
（PDB ID: 3AFA）と、ヒトのオクタソーム構造から各 1分子の H2A、H2Bを欠失さ
せたヘキサソームのモデル構造を用意し、これらの構造情報を用いることで位相を決定
した。位相決定には、分子置換のソフトウェアであるMolrepを用いた（Vagin et al., 
1997）。その後、PHENIXを用いたモデルの精密化と COOTを用いた手動のモデリン
グを繰り返し（Emsley et al., 2004; Adams et al., 2010）、オーバーラッピングダイヌ



















Figure 10 オーバーラッピングダイヌクレオソームの立体構造  
A. オーバーラッピングダイヌクレオソームの立体構造（PDB ID: 5GSE）。青はヘキサ
ソームユニット中のヒストン、赤はオクタソームユニット中のヒストンを示した。また、
DNAは茶色で示した。原子座標モデルの構築を行っていない DNA領域については、








が形成される。（（Kato et al., 2017） Fig. 1Cより引用） 
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3.4 オーバーラッピングダイヌクレオソームの構造解析  
オーバーラッピングダイヌクレオソームの立体構造中では、ヒストン 6量体に
DNAが巻きついたヘキサソーム構造とヒストン 8量体に DNAが巻きついたオクタソ











では、ヘキサソームユニット中の H3の 56番目のリジンと 80番目のスレオニンがオク
タソームユニット中の DNAと隣接していた。また、オクタソームユニット中の H2A







Figure 11 ヘキサソームユニット中の H3  αN ヘリックス  
A. H3の二次構造の模式図。円柱はαヘリックスを示している。青はヘキサソーム、赤
はオクタソームユニット中のΗ3を示した。（（Kato et al., 2017） Fig. 2Aより引用） 
B. （左）H3 αNヘリックスの立体構造。青はヘキサソーム、赤はオクタソームユニッ
トの H3 αNヘリックスを示した。また、オレンジは H2Aを示している。（右）全体構
造中の H3 αNヘリックスの部位を示した。（（Kato et al., 2017） Fig. 2B, Cより引用） 
C. H3 αNヘリックスの電子密度マップ。電子密度は 1σで表示した。（（Kato et al., 
2017） Fig. 2Dより引用） 
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Figure 12 ヘキサソームユニットとオクタソームユニットの相互作用  
A. ヘキサソームユニットとオクタソームユニットの間で相互作用していると考えら
れる領域を青で示した。（（Kato et al., 2017） Fig. 3Aより引用） 
B. 相互作用に関与していると考えられるアミノ酸、および DNAの電子密度を表示し
た。電子密度は 1σで表示している。斜体は、原子間の距離（Å）を示した。（（Kato et 
al., 2017） Fig. S4Aより引用） 
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として機能する（McGinty et al., 2016）。生体内に広く存在するオクタソーム構造中に
は、2つの acidic patchが存在する。オーバーラッピングダイヌクレオソームの構造中
では、H2A、H2Bの欠落によって、ヘキサソームユニットの acidic patchが 1か所失







ことが示された（Makde et al., 2010）。また、RCC1の N末テール領域は DNA結合活











Figure 14 RCC1 のオーバーラッピングダイヌクレオソームに対する結合解析  
A. オーバーラッピングダイヌクレオソーム中における acidic patchの位置を示した図。
赤は、acidic patchを構成するアミノ酸を示している。水色は、ヘキサソームユニット
のヒストンを、ピンクはオクタソームユニットのヒストンをそれぞれ示している。
（（Kato et al., 2017） Fig. S3Aより引用） 
B. 精製した RCC1の SDS-PAGE。ゲルは、CBBを用いて染色した。（（Kato et al., 2017） 




オーバーラッピングダイヌクレオソーム（0.1 µM）に RCC1（0, 0.5, 1, 3, 5 µM）を加
え、native-PAGEを用いて解析した。ゲルは、エチジウムブロマイドを用いて染色し
た。OLDNはオーバーラッピングダイヌクレオソームを表している。（（Kato et al., 
2017） Fig. S3Cより引用） 
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がって結合することが知られる（Simpson et al., 1978; Zhou et al., 2013; Song et al., 
2014; Zhou et al., 2015; Bednar et al., 2017）（Figures 3B, 17A）。通常のダイヌクレ





に DNAを調製した（Figure 5B, D）。次に、調製した DNAを用いて、両端にリンカー
DNAを含むダイヌクレオソーム、およびオーバーラッピングダイヌクレオソームを調






















ーム中の dyad axisと呼ばれる、ヌクレオソーム DNAの中心領域に相当する箇所でバ
ンド強度が低下していた（Figure 16B lanes 3, 5）。このことは、オクタソーム中の dyad 




Figure 15 オーバーラッピングダイヌクレオソームに対する H1 の結合解析  
A. オーバーラッピングダイヌクレオソームに対する H1の結合に関するゲルシフト解
析。オーバーラッピングダイヌクレオソーム（0.1 µM）に対して、H1（0, 0.1, 0.2, 0.3, 
0.4 µM）を加え、native-PAGEで解析した。ゲルはエチジウムブロマイドを用いて染
色した。また、OLDNはオーバーラッピングダイヌクレオソームを示している。（（Kato 
et al., 2017） Fig. 4Aより引用）  
B. ダイヌクレオソームに対する H1の結合のゲルシフト解析。ダイヌクレオソーム
（0.1 µM）に H1（0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 µM）を加えた後、native-PAGEで解析した。









Figure 16 footprinting 解析  
A. footprinting解析の模式図。 
B. footprinting解析の結果。ヒドロキシラジカルで処理した試料を変性ゲルで解析し
た。レーン 1は DNAを、レーン 2、4はモノヌクレオソーム由来の DNAを、レーン 3、
5はオーバーラッピングダイヌクレオソーム由来の DNAを、レーン 6はマーカーとし
て 193塩基の DNAを泳動した。また、レーン 1、2、3は H1非存在下、レーン 4、５
は H1存在下で解析した。ゲルは、Cy5の蛍光を Typhoon 9410 imagerを用いて検出
した。矢印は、H1によって、ヒドロキシラジカルによる DNAの切断から保護された
箇所を示している。（（Kato et al., 2017） Fig. 4Cより引用） 
C. H1によって、ヒドロキシラジカルによる DNAの切断から保護された箇所を示した
図。保護された領域は赤で示している。（（Kato et al., 2017） Fig. 4Dより引用） 
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4 章 総合討論 























ヌクレオソームの再配置を行うことが知られている（Krietenstein et al., 2016; Clapier 
et al., 2017）。このことは、SWI/SNF ファミリーのクロマチンリモデリング因子の 1
つである RSC によって、オーバーラッピングダイヌクレオソームが形成され得ること
を示す先行研究のデータとも一致する（Engeholm et al., 2009）。また、クロマチンリ
モデリングは、転写だけでなく、DNA の修復の際などにも生じていることが知られる






















には、2 つのヌクレオソームが向き合う面から、H2A、H2B が各 1 分子ずつ解離する
ことがわかった（Figure 10B）。SWI/SNF ファミリーのクロマチンリモデリング因子
は、ヌクレオソーム中の DNAの構造を変化させることが知られる（Liu et al., 2017; 
































ヌクレオソームが形成される。（（Kato et al., 2017） Fig. S7より引用） 
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4.2 オーバーラッピングダイヌクレオソームの機能  
本研究によって明らかにしたオーバーラッピングダイヌクレオソームの構造
中では、ヌクレオソームの表面に存在する酸性領域であるacidic patchの1つが、H2A、
H2Bの欠落によって消失していた（Figure 14）。また、オクタソームユニットの acidic 
patchのうちの 1つはヘキサソームユニットによって塞がれていた。これらのことによ
って、オーバーラッピングダイヌクレオソームは、通常のダイヌクレオソームよりも、
表面に露出する acidic patchの領域が減少していることが考えられた。acidic patchは、
ヌクレオソーム表面に存在し、様々な核内タンパク質のクロマチン結合の足場として機
能する領域である。生体内においては、acidic patchと相互作用した核内タンパク質が、




目のリジン残基をユビキチン化することが知られる複合体である（McGinty et al., 

















ム間の相互作用とも異なる形式であった （Tan et al., 2011; Song et al., 2014; 







れている（Tan et al., 2011; Pepenella et al., 2014; Song et al., 2014; Mattiroli et al., 
2017）。また、クロマチンの多様な高次構造形成に伴って、クロマチン内に多数のドメ
インが形成され、立体的に近接したゲノム領域間で遺伝子発現の調節が行なわれている
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